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METHODE DE TITRAGE D UNE COMPOSITION Y1RALE COMPLEXE 

L'invention concerne le domaine des compositions virales ; plus particulierement 
1'invention est relative a une methode pour determiner, dans une composition 
5 contenant differentes especes ou types de virus vivants, la quantite de virus de 
chacune des especes, ou plus particulierement de chacun des serotypes d'une espece 
donnee de virus. 

On connait dans Tart anterieur, des methodes pour doser dans une composition virale, 

10 la quantite de chaque espece ou de chaque type de virus. Les methodes habituellement 
utilisees consistent a neutralise^ au moyen d'anticorps polyclonaux les virus que Ton 
ne souhaite pas doser, puis a determiner la quantite du virus restant. C'est notamment 
ce qui se produit lorsqu'on veut determiner dans une composition vaccinale contre la 
polio, la quantite de virus vivants attenues presente pour chacun des types I, II ou III. 

15 Cependant, il n'est pas toujours possible de mettre en oeuvre de telles methodes car il 
est parfois difficile, voire impossible, de neutraliser certains des virus presents dans la 
composition sans interferer avec le virus que Ton veut doser, notamment lorsqu'il 
s'agit de titrer une composition vaccinale comprenant plusieurs serotypes d'un virus 
particulier, tel que le virus de la Dengue par exemple. II n'y a en effet pas d'anticorps 

20 polyclonaux specifiques des types ; quant aux anticorps monoclonaux capables de 
reconnaitre specifiquement un type donne, ils sont souvent non suffisamment 
neutralisants ; parfois meme, on ne connait pas d'anticorps monoclonal neutralisant. 
Or, dans certains cas, et notamment dans l'industrie des vaccins, il est necessaire de 
produire des compositions virales comprenant differentes especes ou differents 

25 serotypes d'une espece de virus dans un proportion parfaitement definie. De plus, les 
exigences pharmaceutiques imposent de pouvoir ensuite controler quantitativement, 
de fa^on fiable, la composition des produits fabriques. 

II est done souhaitable de pouvoir disposer de methodes permettant de titrer, sans la 
30 modifier, une composition virale cornplexe. 

s r, ^r- ( ^ ; .,T^ i'^'"nrinn n n^i'r nhiot uno mpthndp nour determiner dan^ nne 

; ^ crapes suivantes 

propagation des virus de chaque t\'pe ou espece sur des cellules permissives aux 




dosage de chaque type ou espece de virus au moyen d'un anticorps monoclonal 
specifique 

La methode selon l'invention s'applique a une composition comprenant plusieurs 
5 especes differentes de virus, et/ou plusieurs serotypes a Tinterieur d'une meme espece. 
II peut notamment s'agir des virus responsables de la poliomyelite, de la rubeole, des 
oreillons, de la rougeole, de la Dengue, ou encore des rotavirus. Les compositions 
comprenant ces virus peuvent etre des compositions vaccinates, dans lesquelles les 
virus bien qu'ayant une virulence attenuee, sont maintenus vivants. II peut ainsi s'agir 
10 par exemple d'une composition vaccinale comprenant les trois serotypes du virus de la 
polio ou d'une composition comprenant les quatre serotypes du virus de la Dengue. 
La methode selon l'invention est particulierement interessante lorsqu'il s'agit de virus 
tres proches antigeniquement et dont la neutralisation d'un serotype entraine, par 
reaction croisee, la neutralisation des autres serotypes. 

15 

Selon Tinvention, on precede a la propagation des virus presents dans la composition 
a tester, a differentes dilutions, sur des cellules permissives aux virus mais n'induisant 
pas d'interference virale. On a pu ainsi utiliser des cellules Vero. 

20 Les cellules sont disposees dans des cupules de plaques adaptees a la culture de 
cellules puis inoculees avec des suspensions virales. 

Le milieu de culture utilise pour la propagation virale est un milieu classique adapte 
suivant la nature des cellules utilisees et du virus a titrer. Apres un temps d'incubation 
25 qui varie selon le virus (par exemple une semaine pour le virus de la Dengue), a la 
temperature optimale de croissance du virus sous atmosphere de C0 2 , les surnageants 
de cultures cellulaires sont elimines ; les cellules sont ensuite fixees, par exemple au 
moyen d'acetone refroidi. 

30 Pour chacune des dilutions realisees, on determine ensuite la quantite de virus 
presents grace a un anticorps monoclonal specifique de l'espece ou du serotype selon 
le titrage realise. La reaction est revelee par un anticorps anti-espece marque a la 
fluoresceine ou au moyen dun substrat adapte au test ELISA. Le titre viral est 
determine par la methode Spearman et Karber et expnme en dose infectant 50 % des 

3 5 cultures cellulaires (CCID 50 ). 




On procede de la meme fa?on, en parallele, avec chaque anticorps monoclonal 
specifique de l'espece ou du type de virus que Ton souhaite titrer dans la composition 
virale. 

5 On peut ainsi, grace a cette methode, titrer chaque serotype present dans la 
composition virale, et ceci de fa^on surprenante, sans que Tun des serotypes soit 
predominant sur les autres 

Exemple 

10 

Titrage de quatre compositions vaccinales monovalentes comprenant chacune un 
serotype du virus de la Dengue, et d'une composition preparee extemporanement par 
melange en quantite egale des quatre compositions monovalentes testees. 

1 5 On effectue le titrage sur des micro-plaques 96 puits de la maniere suivante : 

- on realise des dilutions successives de chacune des compositions, grace a du milieu 
de culture MEM, comprenant 5 % de Serum de Veau Foetal et 2 g/1 de 
bicarbonate de sodium, 

- on inocule les suspensions virales ainsi obtenues a des cellules Vero (Ref. ATCC : 
20 CCL81VERO) en couches etablies de 1 jour, a raison de dix cupules par dilution. 

Chaque valence des suspensions monovalentes et de la composition tetravalente est 
titree sur au moins une plaque 96 puits. 

- on incube ensuite une semaine a 36° C sous 5 % de C0 2 , 

- on elimine les surnageants de culture cellulaire et on fixe les cellules sur les plaques 
25 a I'acetone a - 20° C, 

- on detecte ensuite la presence de virus grace a un anticorps monoclonal specifique 
du serotype present dans la composition vaccinale Les anticorps utilises sont issus 
d'hybridomes fournis par le CDC (Center of Disease Control, Atlanta, USA). 

Le serotype international 1 est marque par 1'anticorps issu de l'hybridome 
30 D2 - 1F1 - 3 

Le serotype international 2 est marque par 1'anticorps issu de l'hybridome 



Le >erotvpe international 4 est marque par ianticorp> i>>u de .innridoine 
1 H 1 'v j -6-7 
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- on revele la reaction grace a un anticorps anti-IgG de souris marque a la 
fluoresceine. 

La lecture est realisee au microscope a fluorescence. On compte pour chaque dilution 
5 le nombre de cupules presentant au moins un foyer de cellules infectees 
(fluorescentes). 

Le titre du produit correspond a la dilution induisant une atteinte de 50 % des nappes 
cellulaires (soit 50 % des cupules) et est calcule par la methode de Spearman et 
Karber. II est exprime en log 10 de CCID 50 

10 

Chacun des dosages etant effectue deux fois, on obtient le tableau des resultats 
suivants : 





Type 1 


Type 2 


Type 3 


Type 4 


Monovalents : 










epreuve 1 


3,6 


4,7 


5,1 


2,6 


epreuve 2 


3,8 


4,8 


5,7 


2,9 


Melange tetravalent : 










epreuve 1 


3,0 


4,3 


5,6 


1,9 


epreuve 2 


*> -> 


4,6 


5,2 


2,4 



15 On remarque que les resultats obtenus sont conformes aux resultats attendus ; la 
difference de titre observee dans le melange tetravalent pour chaque type de virus 
varie environ de 0,5 log 10 CCID 50 , ce qui correspond a la dilution au 1/4 realisee pour 
chaque serotype lors de la realisation du melange, 

20 Ainsi, selon l'invention, il est possible de doser chacun des serotypes present dans une 
composition virale, au moyen d'anticorps monoclonaux non neutralisants sans 
induction d'interference entre les differents serotypes. 
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Revendications 

1 Methode pour determiner, dans une composition contenant differentes especes ou 
types de virus vivants, la quantite de virus de chacun des types ou especes de virus, 
5 caracterisee en ce qu'elle comprend les etapes suivantes : 

propagation des virus de chaque type ou espece sur des cellules permissives aux 
virus mais n'induisant pas d'interference virale, 

dosage de chaque type ou espece de virus au moyen d'un anticorps monoclonal 
specifique. 

10 

2. Methode selon la revendication 1, caracterisee en ce que la propagation est 
effectuee sur des cellules Vero. 

3. Methode selon une des revendications precedentes, caracterisee en ce que la 
15 composition contenant differentes especes ou types de virus vivants est une 

composition vaccinale. 

4. Methode selon une des revendications precedentes, caracterisee en ce que la 
composition contenant differentes especes ou types de virus vivants est une 

20 composition contenant quatre serotypes de virus vivants attenues de la Dengue. 

5. Methode selon une des revendications 1 a 3, caracterisee en ce que la composition 
contenant differentes especes ou types de virus vivants est une composition 
contenant trois serotypes de virus vivants attenues de la polio. 

25 

6 Methode selon une des revendications 1 a 3, caracterisee en ce que la composition 
contenant differentes especes ou types de virus vivants est une composition 
contenant differents types de rotavirus 



30 



